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SPR - NEW TOOL FOR BIOSENSORS. This paper reviewed the development and theoretical aspects of surface plasmon
ressonance (SPR) technique and discusses this powerful sensor technology in the development of biosensors, as well as for the
investigation of biological interactions and clinical assays. The SPR has been proven to be a valuable tool to investigate dynamic
processes, such as adsorption, degradation, determination of dieletric properties, association/dissociation kinetics, affinity constants
of specific ligand-ligate interactions, allowing real-time analysis at almost any surface. The SPR as a complementary technique
alongside electrochemical methods is also presented.
Keywords: surface plasmon ressonance-SPR; electrochemistry; biosensors and biomolecules interactions.
INTRODUÇÃO
Durante as duas últimas décadas houve um avanço significativo
no desenvolvimento de sensores e biossensores ópticos para deter-
minações de espécies de interesse químico e biológico. O primeiro
sensor com transdução químico óptico foi baseado na medida de
mudanças no espectro de absorção e foi desenvolvido para determi-
nações de CO2 e O2. Desde então, uma variedade de sistemas ópticos
de detecção estão sendo utilizados em sensores e biossensores, in-
cluindo, entre outros, elipsometria, espectroscopia (luminescência,
fosforescência, fluorescência, Raman), interferometria (interfero-
metria de luz branca, interferometria modal) e, finalmente, a resso-
nância de plasma de superfície (SPR – “surface plasmon resonance”).
Nestes sensores, a quantificação da espécie de interesse é realizada
por medidas do índice de refração, quantidade de luz absorvida, pro-
priedades fluorescentes das moléculas analisadas ou um meio de
transdução químico-óptico1 .
O potencial da ressonância de plasma de superfície, para carac-
terização de filmes finos e monitoramento de processos em interfaces
metálicas, foi reconhecido no final dos anos 702,3, logo após Nylander
e Liedberg4,5 terem demonstrado a viabilidade do emprego da SPR
como sistema de detecção em sensores e biossensores para detecção
de gases. Estes estudos contribuíram para o desenvolvimento do pri-
meiro biossensor comercial em 1990. Desde então, a ressonância de
plasma de superfície recebe contínua atenção da comunidade cientí-
fica, o que se verifica pelo desenvolvimento de novas configurações,
bem como nas aplicações de aparelhos utilizando a técnica de SPR
para medidas físicas, químicas e biológicas. No entanto, o grande
avanço da SPR relatado em vários artigos está na sua bio-sensibili-
dade, sendo que mais de 80% dos artigos publicados tem como ob-
jetivo o estudo de interações biomoleculares, Figura 1. Nesta área,
a SPR acoplada aos métodos de superfície orientada mostra um grande
potencial para desenvolvimento e preparação de biossensores de afi-
nidade, permitindo análise em tempo real de interações bio-específi-
cas sem uso de marcadores. Nos últimos anos, a técnica de ressonân-
cia de plasma de superfície está sendo acoplada às mais diferentes
técnicas, dentre estas, em destaque, as eletroquímicas.
ASPECTOS TEÓRICOS
A técnica de ressonância de plasma de superfície baseia-se nas
propriedades ópticas e pode ser empregada para estudos de fenôme-
nos de superfície, monitorando a medida da mudança do índice de
refração devido, por exemplo, a ligação de uma camada orgânica à
superfície do metal6-13. O efeito de ressonância de plasma de superfí-
cie é uma oscilação da densidade de carga longitudinal, ao longo da
interface de dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos,
onde um é metal e outro, um dielétrico14,15. A escolha do metal a
ser usado é crítica, pois o metal deve exibir comportamento de elé-
trons livres. Os metais mais adequados são prata, ouro, cobre e alu-
mínio, dentre os quais a prata e o ouro são os mais empregados16,17.
Para excitação do plasma de superfície dois diferentes sistemas ex-
perimentais foram desenvolvidos, um por Otto18 e outro por
Kretschmann19, porém a configuração de refletância total atenuada,
desenvolvida por Kretschmann, é normalmente usada na maior parte
dos instrumentos de SPR7,14.
Figura 1. Publicações referentes ao emprego da técnica de ressonância de
plasma de superfície em 34 anos. Dados obtidos através do Institute for
Scientific Information (ISI)
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A configuração de Kretschmann, Figura 2, baseia-se no fenôme-
no de reflexão interna total. Este fenômeno ocorre quando a luz po-
larizada atravessa um meio óptico denso (ex. vidro) e alcança uma
interface entre este meio e um meio de densidade óptica menor (ex.
ar), e é refletida de volta para o meio mais denso. Embora a luz
incidente seja totalmente refletida internamente, uma componente
desta radiação, onda ou campo evanescente, penetra na interface do
meio menos denso, até a distância de um comprimento de onda, 1λ.
Em um determinado ângulo de incidência, quando o vetor de onda




), parte da radiação acopla com os elétrons livres oscilantes (plas-
ma) no filme metálico, ocorrendo a ressonância de plasma de super-
fície. Em conseqüência, ocorre uma perda de energia da luz inciden-
te para o filme metálico, resultando na redução da intensidade da luz
refletida, a qual pode ser detectada como um arranjo bidimensional
de fotodiodos.
Os instrumentos de SPR empregam, geralmente, uma fonte de
luz monocromática p-polarizada e a interface entre os dois meios
opticamente densos é coberta com um filme metálico fino de espes-
sura menor que um comprimento de onda da luz. O vetor de onda do
campo evanescente (K
ev
) é dado por:
K
ev
=(W0 / c)ηg senθ (1)
onde, W0 é a freqüência da luz incidente, ηg o índice de refração do
meio denso (vidro), θ o ângulo de incidência da luz e c a velocidade




sp = (W0 / c) [(εm ηs2) / (εm + ηs2)]1/2 (2)
onde, ε
m
 é a constante dielétrica do filme metálico e η
s
 o índice de
refração do meio dielétrico.
O vetor de onda do plasma de superfície K
sp é dependente do
índice de refração (Eq. 2), do meio água/ar acima do filme metálico,
o qual pode ser monitorado para a espessura de aproximadamente
300 nm acima da superfície do metal (dentro dos limites de detecção
da SPR). Se o índice de refração imediatamente acima da superfície
do metal sofre alguma alteração, pela adsorção de uma camada
protéica, ou qualquer outra molécula, uma mudança no ângulo de
incidência é requerida para que a excitação do plasma de superfície
ocorra. Através do monitoramento deste ângulo no qual ocorre a res-
sonância, durante um processo de adsorção em função do tempo, um
perfil de adsorção pode ser obtido pela técnica de SPR. Variações em
torno de 0,5 miligraus, correspondente a uma resolução de aproxi-
madamente 1 x 10-5 de índice de refração (para λi = 670 nm), podem
ser detectadas6, 14, porém a resolução depende do comprimento de
onda da luz incidente (λi).
Uma configuração esquemática de um instrumento típico de SPR
é apresentada na Figura 3. A superfície do SPR (lâmina) pode ser
modificada para monitorar processos de adsorção/interação para uma
variedade de superfícies por ligação/acoplamento de camadas finas
sobre o filme metálico. Estas camadas podem constituir-se de
monocamadas agrupadas pela variação dos grupos funcionais e ter-
minais, bicamadas lipídicas ou filmes poliméricos.
Um esquema de um perfil típico de adsorção de SPR durante a
adsorção de uma monocamada protéica sobre uma superfície metáli-
ca coberta com polímero é mostrado na Figura 4. Inicialmente, a
superfície é preparada com uma solução tampão adequada para ge-
rar uma linha base sob a curva SPR. Uma vez que a proteína entra
em contato com a superfície, ocorre uma adsorção rápida, a qual
resulta em um aumento no ângulo de ressonância do SPR, seguido
por um patamar no perfil de adsorção, devido à saturação da superfí-
cie com a proteína ou porque o processo atingiu o equilíbrio. Final-
mente, a solução protéica é trocada pelo tampão, que remove so-
mente o material fracamente ligado. A diferença entre o ângulo de
ressonância inicial e o final fornece uma indicação sobre a extensão
da adsorção. O gradiente positivo da curva de adsorção do SPR de-
termina a velocidade de adsorção14. Além da avaliação de afinidades
Figura 2. Configuração de Kretchmann para SPR. Ressonância de um
plasma de superfície é excitada na interface metal/ar quando o ângulo de
incidência da luz é tal que a componente evanescente do próprio vetor onda
(K
ev
) é igual ao vetor onda da propagação do plasma de superfície (K
sp).
Adaptada da ref. 14
Figura 3. Representação esquemática de um instrumento típico de SPR.
Uma lâmina de vidro recoberta com prata/ouro é emparelhada sob um
prisma, através do qual o feixe de luz convergente é focado sobre o lado de
baixo do filme de prata/ouro, a qual é refletida para um detector de arranjo
bidimencional de fotodiodos. As soluções dos analitos passam através da
célula de fluxo em velocidade e temperatura definidas. A superfície do filme
de prata/ouro pode ser modificada originando uma variedade de superfícies
sensoras. Adaptada da ref. 14
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e interações moleculares, a técnica de SPR pode, ainda, ser utilizada
para análises quantitativas, estudos de especificidade, análises
cinéticas, avaliação de efeitos alostéricos e para comparação de mo-
delos de ligação de diferentes espécies.
Mais de 80% dos artigos publicados utilizando a técnica de SPR
destinam-se a aplicações nas áreas biológica e clínica para o estudo
de interações biomoleculares e bioespecíficas6, embora a técnica tam-
bém tenha sido aplicada no campo da física, principalmente envol-
vendo estudos de monocamadas, bicamadas orgânicas, bem como
filmes poliméricos. Outro ponto de grande relevância, que é destaca-
do neste trabalho é a associação da técnica de SPR com outras técni-
cas, em que se destaca a associação da técnica de SPR com a
eletroquímica, como ferramenta para o desenvolvimento de sensores
e biossensores.
Aplicações biológicas e clínicas
A espectrometria de ressonância de plasma de superfície pode
ser utilizada para uma série de estudos, envolvendo cinéticas de
adsorção–dessorção, interações antígeno-anticorpo, proteína–ligante,
receptor–ligante, proteína-DNA, DNA-DNA, RNA-RNA, etc20-43.
No emprego da espectrometria de SPR como elemento de
transdução dos biossensores e/ou imunossensores, o anticorpo ou
antígeno pode ser imobilizado sobre a superfície do metal, por
adsorção direta ou por um acoplamento indireto através de uma ma-
triz de carboximetildextrana, ponte avidina-biotin, ou hidrogel à base
de dextrana, sobre o metal32,44-46. A camada hidrofílica aumenta a
sensibilidade do SPR, protege o metal da adsorção de proteínas não
específicas e permite a regeneração da superfície devido à ligação
reversível do anticorpo ou antígeno à matriz. Quando um analito
interage com a espécie imobilizada, o índice de refração da interface
metal-solução sofre alteração21,14.
O emprego da SPR como sistema de transdução em imunos-
sensores destaca-se em investigações de modelos de interações de
processos de reconhecimento molecular22,47-50. Tsoi e colaboradores22
empregaram a SPR para estudar interações entre uma série de dupla
hélice de DNA (dsDNA) e DNA de enzimas polimerases. As molé-
culas de DNA foram imobilizadas sobre a superfície de ouro por um
procedimento controlado de monocamada de biotin, avidina e uma
camada de fita dupla de DNA biotin. Os resultados deste estudo de-
monstraram a facilidade do uso da SPR para estudar eventos de re-
conhecimento molecular como uma base simples para discrimina-
ção, envolvendo interações proteína-DNA. Outros artigos desta na-
tureza foram publicados, sendo que muitos destes fazem referência a
medidas de hibridização de DNA e RNA23,24. Alguns exemplos estão
descritos na Tabela 1.
Dos estudos de interações antígeno-anticorpo, cita-se o realiza-
do por Shaw e colaboradores51 que verificaram a interação entre
antígeno (5T4) de diferentes carcinomas e anticorpos (mAB5T4).
Estes estudos são de grande relevância, pois o uso de um anticorpo
específico oferece a possibilidade de uma terapia específica com
toxicidade reduzida aos tecidos normais, comparados com tratamen-
tos convencionais. Destacam-se, também, estudos de interações
antígeno-anticorpo, realizados por Otamiri e colaboradores41, pois
estas interações possuem um papel importante em reações
imunológicas durante um transplante, visto que a rejeição de órgãos
transplantados muitas vezes está associada com interação de
anticorpos com carboidratos incompatíveis.
Além da aplicação da técnica de SPR para caracterização de
interações biomoleculares, a técnica também pode ser utilizada para
quantificação dessas interações (alguns exemplos podem ser
visualizados na Tabela 2). Cita-se o trabalho realizado por Gómara e
colaboradores52, onde utiliza-se um biossensor comercial (BIACORE
1000, Biacore AB, Uppsala) para detecção do vírus da hepatite A
(HAV), através da imobilização de peptídeos sintéticos (VP3) com
carbodiimida. Os resultados demonstraram alta eficiência analítica e
um potencial clínico no diagnóstico da hepatite A. Este dispositivo
mostrou ser uma ferramenta poderosa para rastreamento clínico, de
fácil uso, rápido e confiável. Outras aplicações dessa natureza po-
dem ser encontradas na literatura53-58.
A SPR também pode ser usada para monitorar interações prote-
ína-proteína, ou proteína-ligante em tempo real e ainda permite a
quantificação das espécies que estão interagindo. Para proteínas de
20 KDa (ex. interleucina e interferons), o limite de detecção da téc-
nica é de 10-8 mol L-1. Logo, a aplicação de SPR em análises de
fluídos biológicos é restrita para concentrações nesta ordem de gran-
deza. Entretanto, verifica-se a partir da literatura, esforços no senti-
do de melhorar esse limite de detecção da SPR8,59,60.
Lahiri e colaboradores61 utilizaram SPR para quantificar a liga-
ção da anidrase carbônica (CA) a grupos benzenosulfonamida de
monocamadas auto-organizadas. Ainda em outro trabalho, os auto-
res descrevem dois procedimentos para imobilização de 10 proteí-
nas de baixo peso molecular sobre monocamadas auto-organizadas.
Comparações de constantes cinéticas e termodinâmicas foram reali-
zadas62. A importância de estudos nesta área é o conhecimento das
cinéticas de ligações bioespecíficas de proteínas em superfícies.
Uma outra forma de caracterização das interações macromole-
culares é através da análise das constantes cinéticas. A técnica de SPR
é uma ferramenta poderosa para este fim, pois as análises podem ser
feitas em tempo real. Análises cinéticas para avaliação e determinação
de constantes de afinidades (associação, dissociação), ordem de rea-
ção, entre outros, foram apresentadas em diversos artigos63-73.
Vários tipos de imunossensores, biossensores e sensores já foram
desenvolvidos, utilizando SPR como elemento de transdução74-80. Den-
tre as aplicações destacam-se a determinação de pesticidas, como
antrazina77,78, análise de interações entre albumia de soro humano e
fármacos, entre outras, ácido salicílico, diazepam e cumarina79, e
monitoramento de mudanças conformacionais de proteínas imobili-
Figura 4. Um exemplo esquemático de um perfil de adsorção do SPR para
adsorção de uma proteína a um filme polimérico. A mudança no valor do
ângulo do SPR em função do tempo é usada para monitorar as cinéticas de
adsorção. Onde IR - intensidade de radiação refletida (reflexibilidade) e mDA
- milligraus de ângulo (do inglês “millidegree of  angle”). Adaptada da ref. 14
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Tabela 1. Exemplos de aplicações biológicas da técnica de SPR para investigação de processos de reconhecimento molecular
Tipo de Estudo Descrição Ref.
- anticorpo-antígeno - Afinidade do anticorpo scFv e antígeno 5T4 foi medida em tempo real por SPR e comparada 51
com ELISA.
- Métodos para estudos de interações de anticorpo-antígeno de baixo peso molecular são 26
apresentados. Análise cinética para determinação de constantes de associação e dissociação
são descritas.
- Estudo de anticorpos monoclonais (Mab) e antígenos. Imobilização do ácido-traseolide 71
sobre a superfície sensora. Variações no índice de refração devido às reações de associação e
dissociação dos Mab foram verificadas.
- Investigação da atividade de anticorpo. Modelo de interação anticorpo policlonal IgC e anti-IgC. 28
- Análise da interação de 16 anticorpos monoclonais com hemoglobina humana. 31
- proteína -ligante - Estudos de interações entre glicosaminoglicanas com colágenos e outras glicoproteínas em 42
matrizes extracelulares.
- Ensaios com interferons e interleucinas (glico-proteínas de baixo peso molecular), em matrizes 21
biológicas.
- Imobilização de proteínas de baixo peso molecular, sob monocamadas auto-organizadas (SAMs), 62
de alcanotiolatos.
- Estudos de interações de proteína fosfatase e resíduos N-terminal de fosfatase de miosina. 38
- Análise de interações entre proteína da bactéria Bacillus thuringiensis (Cry1Ac) e suas proteínas 30
de ligação
- DNA-RNA - Medidas de imagens de SPR para detectar ligação de seqüências especificas de RNA ribossômico 23
16S de E. coli sobre arranjos de DNA.
- DNA-DNA - Estudos de interações entre fita de DNA (dsDNA) e enzimas de DNA polimerase com atividades 22
polimerase e exonuclease. Moléculas de DNA foram imobilizadas sobre superfície de ouro através
de monocamada de biotin com  fosfolipídio.
- RNA-RNA - Estudo de interações entre riboenzimas “Hammerhead” e substratos de RNA. Duas riboenzimas 20
puderam ser diferenciadas, observando suas afinidades. Foram estudados aspectos fundamentais
das cinéticas de RNA-RNA em processos de dissociação e clivagem.
Estudos cinéticos - Análise fractal utilizada para determinação das cinéticas de ligação e dissociação do 95, 96
receptor–analito. Relações são apresentadas para coeficientes de velocidades de ligação e
dissociação como função de suas dimensões fractais, ou grau de heterogenidade da superfície.
- Determinação das constantes cinéticas do citocromo-C e citocromo-b utilizando fluxo contínuo 85
e HPLC.
- Revisão que reúne 3 dezenas de artigos sobre o emprego de SPR, utilizando a tecnologia 72, 27
BIAcore para avaliar interações bioespecíficas, estudos de dissociação-associação, etc.
- Avaliação do estradiol quimioluminescente. Determinação de constantes de dissociação (KD), 46, 48
de sondas de estradiol (E2) com um fragmento anti-E2.
- Determinação de constantes de ligação entre trombina e seu cofator anticoagulante trombomodulina. 25
- Determinação de constante de dissociação e associação de interações entre peptídeos 56, 57
antimicrobiano e membrana de bicamadas híbridas.
- Estudos cinéticos de dissociação e associação, analito –receptor através de análise fractal. 65, 94
- Determinação de constantes cinéticas de interação para inibidores de protease do vírus HIV-1.  66, 67, 39
- Interpretação de desvios de comportamento cinético de reações de pseudo-primeira ordem. 70
zadas80. Os imunossensores, sensores e biossensores podem ser em-
pregados em combinação com outras técnicas de detecção altamente
sensíveis e seletivas, como espectrometria de massa, cromatografia e
espectroscopia fotoeletrônica de raios-X, etc81-86. Alguns exemplos
podem ser visualizados na Tabela 3.
Aplicações físicas
Inicialmente a técnica de SPR era aplicada principalmente no
estudo das propriedades dielétricas de filmes metálicos. Atualmente
encontra-se aplicação em uma faixa extensa de materiais, para deter-
minação de características de superfícies, incluindo propriedades
dielétricas, processos de adsorção, degradação ou hidratação de su-
perfícies. Estes estudos tornaram-se realidade a partir da deposição
de filmes de Langmuir-Blodgett ou monocamadas auto-organizadas
(SAMs – “self-assembled monolayers”) na superfície metálica87,88.
A espessura e as propriedades dielétricas de filmes orgânicos foram
calculadas por análises de SPR para diversos sistemas, incluindo
camadas finas de politetrafluoroetileno, filmes de ftalocianinas, fil-
mes de Langmuir-Blodgett e filmes utilizando métodos de imobili-
zação de monocamadas auto-organizadas89.
A espectrometria de SPR como transdutor em sensores e
biossensores
Nos últimos anos, o emprego de biossensores e de sensores está
101SPR - Uma Nova Ferramenta para BiossensoresVol. 26, No. 1
Tabela 3. Associação de SPR com outras técnicas e exemplos de modificação da superfície sensora dos detectores
Técnica  Descrição  Ref.
Espectrometria de massa (MS) - Análise de interação de resíduos de pequenas moléculas de proteínas em sistemas 64, 71
biológicos complexos
- Detecção e caracterização de proteínas em fluidos biológicos complexos, a nível 83
de subfentomol
Cromatografia líquida - Sistema imunossensitivo baseado em SPR usado para detecção on line e caracterização 86
de moléculas de carboidratos separados por cromatografia líquida de alta eficiência.
- Anticorpos não relevantes foram usados como referência na célula de fluxo. A sensibilidade
do sistema foi dependente do peso molecular do carboidrato e afinidade da ligação
Modificação da superfície  Descrição
sensora do  SPR
SPR – comercial - Imobilização de ligantes para imobilização adicional de reagentes específicos sensíveis 32, 43,
para determinação de diversas espécies. Dentre as modificações cita-se a derivatização 44, 52
da matriz carboxilada, a qual está presente no biossensor comercial (Biacore™), com
N-etil-N”-(3 dietilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS),
biotin/strepavidina, etc
- Uso da matriz carboximetildextrana para imobilização de proteínas 80
- Imobilização de albumina de soro humano (BSA), para análise de afinidade de drogas, 79
como cumarina, salbutamol, quinino, ácido salicílico, etc
Tabela 2. Aplicação da técnica SPR como sistema de detecção em biossensores, imunossensores, sensores, para determinação e quantificação
de espécies
Espécie determinada Tipo de matriz Descrição Faixa de detecção Ref.
Sulfametazina Urina de porco - Utilização de um anticorpo monoclonal para  sulfametazina. 5 – 100 µg /L 58
As reações de interação foram caracterizadas com respeito à
atividade e propriedades cinéticas
Atrazina Óleo - Atrazina como um ligante foi imobilizado na superfície do 0.1 – 10 µg /L 78
aminosilano através da albumina como molécula ponte.
Os parâmetros cinéticos foram determinados. O imunossensor
foi aplicado para procedimentos competitivos de atrazina em
amostras de óleo
Ácido fólico Leite em pó e cereais - Biossensor baseado em imuno-atividade. O sistema                 _ 76
apresentou desvio padrão relativo de repetibilidade e
reprodutibilidade de 2 – 8 % e 4 – 10 %, respectivamente.
Enterotoxina A Alimentos - O imunoensaio do tipo sanduíche. A toxina liga-se 10 –100 ng/ g 60
stafilococcal preparados inicialmente ao anticorpo, o qual está ligado covalentemente
(cachorro quente, à superfície do transdutor. O segundo anticorpo liga-se à
salada de batata, toxina capturada
leite e cogumelos)
Vapor de benzeno           _ - Determinação de espessura e índice de refração de filmes de > 400 µg /L 74
tetra-undecil-tetra(4-aminometil-4”nitrobenzenil)Calix[4]
resorcina (Azo2), e investigação da sensibilidade para exposição
de vapor de benzeno e tolueno
Heparina Plasma sanguíneo - Desenvolvimento de um biossensor de afinidade, utilizando 0,2  - 2 U /ml 75
polietilenoimina (PEI) na superfície da célula sensora
Fibrina Humana           _ - Estudo da afinidade entre antígeno e anticorpo 1 – 30 mg /ml 49
aumentando significativamente. As aplicações vão desde emprego
no monitoramento e controle ambiental, agricultura até emprego em
diferentes segmentos industriais, em especial, nas indústrias alimen-
tícia e farmacêutica. Biossensores também podem satisfazer a neces-
sidade do monitoramento contínuo, em tempo real in vivo para subs-
tituir a tecnologia analítica intermitente usada na indústria química e
análises clínicas. Mais de 1000 publicações relevantes aparecem desde
1995, indicando a atividade de pesquisa devotada para este impor-
tante assunto90.
 A descrição sistemática de um biossensor deve incluir 5 pontos
marcantes: (1) a detecção ou parâmetro de medida; (2) o princípio
de funcionamento do transdutor; (3) o modelo físico e químico/
102 Quim. NovaCarvalho et al.
bioquímico; (4) a aplicação e (5) a tecnologia e os materiais para
fabricação do sensor. Muitos parâmetros indicam as características
dos sensores e biossensores. Alguns são comumente usados para
avaliar as propriedades funcionais e qualidade do sensor, como a
sensibilidade, estabilidade e tempo de resposta, outros parâmetros
são correlacionados com a aplicação90.
Quando se deseja construir um novo sensor ou biossensor, uma
questão fundamental que precisa ser respondida é qual o modelo
físico e/ou químico/bioquímico que pode ser atribuído à resposta do
sensor ou biossensor, ou seja, o mecanismo de resposta, desde que já
se tenha estabelecido os outros parâmetros como material e forma de
construção do mesmo. Para o entendimento do processo de interação
analito/superfície sensora, seja interações a nível biológico (no caso
dos biossensores e imunossenores, ex. enzima-substrato, anticorpo-
antígeno), ou a nível não biológico (no caso de sensores para onde o
elemento de reconhecimento não é uma biomolécula, ex. membra-
na-analito), faz-se necessário dois procedimentos básicos: análise
estrutural e funcional. É neste sentido que a associação da técnica de
SPR com a eletroquímica é muito vantajosa, pois o estudo de rea-
ções analito-receptor pode ser realizado em tempo real. A SPR é
uma técnica que não requer marcadores radioativos ou bioquímicos,
possui um planejamento experimental flexível e promove análises
automáticas e rápidas1. Em termos de análises fundamentais, a SPR
é usada para investigar a formação e/ou redução de óxidos, adsorção
de íons e adsorção induzida eletroquimicamente91-89.
Muitas vezes faz-se necessário caracterizar as reações que ocor-
rem na superfície do biossensor na presença das limitações difusionais
que estão inevitavelmente presentes nestes tipos de sistemas. É es-
sencial caracterizar não somente as reações associativas ou de liga-
ção (através dos coeficientes de ligação, Klig ou Kads), mas também as
reações de dessorção ou dissociação (através dos coeficientes de
dessorção, Kdes ou Kdiss). Isto auxilia significantemente no aumento
dos parâmetros de desempenho do biossensor. A razão de Kdiss e Klig
(igual a K) pode ser usada para auxiliar a caracterizar o sistema re-
ceptor-analito-biosensor/sensor. Os detalhes de associação/dissocia-
ção do analito para o receptor, imobilizado sob uma superfície é de
grande significado no desenvolvimento de sistemas destinados ao
imunodiagnóstico, bem como para sensores e biossensores93-95. Mui-
tos estudos foram realizados neste âmbito, porém somente a associ-
ação e ligação do analito ao receptor é analisada96-101. Aparentemen-
te, até agora, as cinéticas de dissociação (do complexo analito-re-
ceptor sob a superfície) não foram discutidas ou apresentadas com
grandes detalhes. Estas caracterizações necessitam de técnicas que
monitorem estas interações em tempo real, e a SPR é uma técnica
que pode ser perfeitamente utilizada nestes casos, ainda mais quan-
do associada à eletroquímica.
Associação da espectrometria de SPR e Eletroquímica
O fenômeno de SPR, quando estudado in-situ durante um expe-
rimento eletroquímico, fornece informações muito úteis para o de-
senvolvimento de biossensores, eletrodos modificados, processos de
eletropolimerização, etc. Há um número razoável de modificações
estáveis nas superfícies de eletrodos que podem exibir mudanças no
índice de refração concomitantemente com eventos redox102. Esta
combinação de técnicas vem sendo descrita por um grande número
de diferentes grupos102-120. As investigações iniciais fazem referência
a estudos da dupla camada elétrica109-113. Mais recentemente a técni-
ca de SPR foi empregada com associação à voltametria de redis-
solução anódica para detectar íons metálicos114,115, bem como para
estudar as mudanças de um filme orgânico sob a influência de um
campo eletrostático (ou potencial do eletrodo)102,103.
A combinação da técnica de SPR com a eletroquímica para modi-
ficação de superfícies, já tem mostrado resultados promissores, um
exemplo é a eletropolimerização de um fenol com peptídeo modifica-
do para uso em interações entre ligante-receptor, realizada por Kienle
e colaboradores121. Outros exemplos que podem ser citados são os
estudos de monocamadas auto-organizadas89, como mostrado anteri-
ormente e filmes com mono e multicamadas122-124. A grande importân-
cia destes estudos é o desenvolvimento de novos suportes para materi-
ais biológicos que podem ser utilizados para o desenvolvimento de
biossensores. Além disso, a dimensão do campo eletrostático dentro
da região interfacial do eletrodo quimicamente modificado é um
parâmetro fundamental que controla a reatividade eletroquímica de
qualquer espécie incorporada dentro do filme. Hanken e colaborado-
res122,123 demonstraram que uma extensão da técnica de SPR, chamada
ressonância de plasma de superfície eletroquimicamente modulada
(EM-SPR – “electrochemically modulated surface plasmon
resonance”), pode ser empregada para monitorar campos eletrostáticos
dentro de monocamadas orgânicas e filmes de multicamadas na super-
fície de eletrodos. Estes experimentos monitoram as mudanças no ín-
dice de refração de um filme que ocorre sob a modulação do potencial
do eletrodo.
A técnica de SPR acoplada à eletroquímica (ESPR –
“electrochemistry surface plasmon resonance”) pode ser utilizada
juntamente com as diversas técnicas eletroquímicas existentes, como
voltametria cíclica, voltametria de redissolução anódica, etc. Os ex-
perimentos podem ser realizados medindo-se a velocidade de reação
no eletrodo (através das medidas de corrente), observando o efeito
físico acumulativo das reações no eletrodo (por meio das medidas de
SPR). Os dados obtidos com SPR podem ser exibidos das seguintes
formas: espectro de transmissão sem refinamento, espectro de trans-
missão normalizado, uma série de tempo ou de comprimento de onda
de acoplamento. O espectro não normalizado é um registro em tem-
po real da intensidade de radiação transmitida (reflexibilidade). A
razão deste espectro pelo espectro de transmissão de referência (tipi-
camente feito em ar, onde não ocorre excitação do plasma ressonan-
te, sob um determinado comprimento de onda) resulta no espectro
de transmissão normalizado. O comprimento de onda de acoplamento
corresponde ao mínimo de um espectro normalizado, e seu gráfico é
denominado de gráfico de tendências. Estes dados, quando obtidos
concomitantemente com técnicas eletroquímicas, podem ser
graficados, entre outros, em função da corrente e potencial119.
Nas reações envolvendo difusão e/ou adsorção, a superfície ou
as concentrações das espécies eletroquimicamente ativas na camada
de difusão são moduladas como resultados destes processos sobre
uma escala de tempo para cada condição voltamétrica. A técnica de
SPR será sensível a ambas espécies adsorvidas e a razão de concen-
tração de moléculas redox dissolvidas, alterada eletroquimicamente.
A corrente faradaica é proporcional ao gradiente de concentração na
superfície do eletrodo, enquanto os dados da SPR fornecem a con-
centração na superfície119.
CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS
Durante a última década a técnica de SPR foi desenvolvida den-
tro de uma tecnologia viável visando numerosas aplicações. Suas
capacidades permitem realizar, com importante impacto, as análises
de superfícies e interações moleculares sobre estas. A técnica de SPR
é uma ferramenta valiosa para investigar um número grande de even-
tos dinâmicos, e sua diversidade permite realizar análises interfaciais
em muitas superfícies. Além disso, é possível por meio desta técnica
determinar propriedades dielétricas (índice de refração ou espessura
do filme), bem como monitorar processos interfaciais in situ envol-
vendo adsorção/dessorção, hidratação e desidratação. Estes, por sua
vez, são parâmetros muito importantes que precisam ser conhecidos
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e determinados quando se deseja desenvolver um novo biossensor
ou sensor. Além do mais, a flexibilidade das configurações de célu-
las em fluxo permite estudar estes processos em condições relevan-
tes, como temperatura, velocidade de fluxo, pH e força iônica. O uso
técnica de SPR combinada à eletroquímica (ESPR), embora ainda
pouco utilizada, mostra-se muito promissora.
É de fundamental importância para quem deseja desenvolver um
novo sensor ou biossensor, conhecer e avaliar constantes de afinida-
des, constantes de equilíbrios, fenômenos de interface (sólido/líqui-
do) associados com interações enzima/substrato, etc. Isto permitirá
o desenvolvimento de sensores e biossensores mais sensíveis, seleti-
vos e principalmente mais estáveis que, desta forma, terão um maior
potencial para produção comercial. Contudo, espera-se que as com-
binações das medidas voltamétricas e SPR possam fornecer infor-
mações sobre processos eletroquímicos no campo da eletroquímica,
principalmente no desenvolvimento de biossensores.
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